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SA@ETAK
Mikrodelecije AZF-podru~ja Y-kromosoma mogu} su geneti~ki ~imbe-
nik neplodnosti u mu{karaca. Javljaju se u pribli`no 7% mu{karaca s
idiopatskom neplodno{}u. Molekularna analiza mikrodelecija op}epri-
hva}ena je metoda koja dobiva sve ve}e zna~enje s obzirom na
usavr{avanje metoda potpomognute reprodukcije i prijenos mikro-
delecija s o~eva na sve sinove. Pacijenti s najve}im rizikom za mikrode-
lecije Y-kromosoma su oni s azoospermijom ili te{kim oblikom oligo-
zoospermije. Studije mikrodelecija Y-kromosoma va`ne su i za izbor
odgovaraju}eg na~ina geneti~kog informiranja neplodnih parova.
U radu je analizirano 75 ispitanika.
KLJU^NE RIJE^I: neplodnost mu{karaca, mikrodelecije humanog 
Y-kromosoma
ABSTRACT
Microdeletions of the Y chromosome in the AZF region are a possible
genetic factor of male infertility. They are found in about 7% of infertile
men. The molecular detection of microdeletions is widely accepted in
infertility treatments as there is an advance in methods of assisted
reproduction and because microdeletions are transmitted to 100% of
male offspring. Patients with the highest risk of microdeletion are
those with azoospermia or severe oligozoospermia. The study of
microdeletions is very useful in adopting an appropriate strategy in
providing genetic counselling to the affected couples.
We preliminary analysed 75 patients in the study.
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astenozoospermija (slaba pokretljivost spermija) ili tera-
tozoospermija (abnormalna veli~ina ili oblik spermija).
Geneti~ki uzroci mu{kog infertiliteta mogu se razmatrati
na razini kromosoma ili gena. Poznato je da se u mu{ka-
raca smanjene reproduktivne sposobnosti na|u kromo-
somske aberacije ~e{}e negoli u op}oj populaciji. U~e-
stalost kromosomskih aberacija najvi{a je u mu{karaca s
azoospermijom (do 14%), ne{to je ni`a u onih s oligo-
zoospermijom (5%–11%), dok se u op}oj populaciji
kre}e oko 1%.4 Naj~e{}e kromosomske aberacije
povezane sa smanjenom reproduktivnom sposobno{}u
mu{karaca jesu numeri~ke i uklju~uju spolne kromo-
some. Radi se o trisomiji XXY ili Klinefelterovu sindro-
mu kod kojega se u klini~koj slici javlja odsutnost sper-
matogeneze, hipogonadizam i ginekomastija, ili o
razli~itim oblicima mozaicizma (npr. 45,X/46,XY;
47,XXY/46,XY i drugi) koji u odre|enim slu~ajevima
mogu biti posljedica nestabilnosti dicentri~nog Y-kro-
mosoma i udru`eni s razli~itim stupnjem poreme}aja
UVOD
Smanjena sposobnost reprodukcije javlja se u pribli`no
15% bra~nih parova.1-3 Smatra se da je za polovicu tih
slu~ajeva odgovoran neki ~imbenik gametogeneze u
mu{karaca. Iako su poznati brojni uzroci smanjene
reproduktivne sposobnosti mu{karaca, kao npr. vari-
kokela, opstrukcija sjemenovoda, aglutinacija spermija,
hormonska neravnote`a ili geneti~ki uzroci, oko 30%
infertilnih mu{karaca pati od idiopatskog infertiliteta.1
Smanjena reproduktivna sposobnost mu{karaca mo`e
se okarakterizirati kao azoospermija (potpun nedostatak
spermija), oligozoospermija (smanjen broj spermija),
spermatogeneze. Strukturne aberacije koje uzrokuju
smanjenu plodnost mu{karaca, zahva}aju uglavnom Y-
kromosom, a to su delecije del (Yq), prstenasti kromo-
som r(Y) ili izokromosom i(Yq). Reproduktivnu sposob-
nost mu{karaca mogu umanjiti i Y-autosomske
translokacije, druge recipro~ne translokacije, Robert-
sonove translokacije ili inverzije. Procjenjuje se da su za
pribli`no 10% mu{kog infertiliteta odgovorne mutacije
gena uklju~enih u odvijanje spermatogeneze. Zasad je
poznat odre|en broj gena na humanom Y-kromosomu,
koji su uklju~eni u odre|ivanje mu{kog spola i
odr`avanje spermatogeneze. Na kratkom kraku mapiran
je ~imbenik determinacije testisa (SRY), dok je na
dugom kraku odre|en ~itav niz gena uklju~enih u
slo`en proces spermatogeneze. Svi su ti geni mapirani u
podru~ju Yq11 (OMIM). Dio njih naveden je u tablici 1.
Mnogi od tih gena nalaze se u Yq11 podru~ju u multi-
plim kopijama, od kojih nisu sve funkcionalne. Podru~je
Yq11 nazvano je i ~imbenikom azoospermije (engl. –
azoospermia factor, AZF) i podijeljeno je na 4 podru~ja:
AZFa, AZFb, AZFc i AZFd, od kojih se prva tri smatraju
najva`nijima za odvijanje procesa spermatogeneze.
AZFc podru~je nalazi se najvi{e distalno u eukromatin-
skom dijelu q kraka na granici prema heterokromatin-
skom bloku Y-kromosoma. Glavni geni kandidati za
odvijanje spermatogeneze jesu geni DFFRY/USP9Y
(AZFa), RBMY (AZFb) i DAZ (AZFc).1
MIKRODELECIJE Y-KROMOSOMA 
Rezultati brojnih radova upu}uju na povezanost mikro-
delecija unutar AZF-podru~ja sa smanjenom reproduk-
tivnom sposobno{}u mu{karaca.5 Geni u AZF-podru~ju
Y-kromosoma vrlo su vjerojatno esencijalni za odvijanje
spermatogeneze. Karakterizira ih specifi~na aktivnost u
testisima, iako neki imaju i svoje gene homologe na
autosomima. Osnovne funkcije AZF-gena nisu poznate,
ali je ~injenica da mikrodelecije Y-kromosoma nisu
utvr|ene u plodnih mu{karaca, {to potvr|uje njihovu
va`nost za spermatogenezu. Za detekciju mikrodelecija
ispituju se brojni STS-markeri (engl. – sequence-tagged
sites) koji su mapirani unutar gena AZF-podru~ja i izvan
njih. U~estalost mikrodelecija u razli~itim radovima znat-
no varira – od 1% do ~ak 55,5%. S obzirom na velike raz-
like u u~estalosti mikrodelecija u studijama, vrlo je vjero-
jatno da na u~estalost mikrodelecija utje~u i neki
okoli{ni ~imbenici te da postoje me|upopulacijske raz-
like. Mikrodelecije su u infertilnih mu{karaca naju~estal-
ije unutar AZFc-podru~ja. Proksimalne mikrodelecije
(AZFa i AZFb) obi~no prate te`i defekti spermatogeneze
kao npr. Sindrom samo Sertolijevih stanica (engl. – Ser-
toly-cell-only syndrome – SCOS) gdje u zavijenim kana-
li}ima nema stanica zametnog epitela. Distalne mikro-
delecije (AZFc) mogu biti udru`ene s oligozoospermi-
jom koja s vremenom mo`e prije}i i u azoospermiju.
Korelacija opsega mikrodelecija i fenotipa nije potpuno
jasna. S pojavom SCOS-a mogu se povezati mikrodeleci-
je gena USP9Y/DFFRY i DBY, dok se mikrodelecije
AZFb-podru~ja na|u i u slu~ajevima azoospermije,
oligozoospermije i normozoospermije.1 Analizom broja
mikrodelecija prema klini~kim dijagnozama ispitanika
utvr|eno je da se ~ak 66% mikrodelecija pojavljuje u
mu{karaca s azoospermijom, 28% u mu{karaca s te{kom
oligozoospermijom te sporadi~no u mu{karaca s kon-
centracijom spermija >5x106/ml (6%). Prema tim je
podacima o~ekivana u~estalost mikrodelecija u selekti-
ranoj grupi mu{karaca smanjene fertilnosti oko 7%.5
U nastojanju da se mikrodelecije u infertilnih
mu{karaca otkriju te da se utvrdi njihov opseg, razli~iti
su autori istra`ivali i do 60 STS-biljega unutar AZF-po-
dru~ja. Skupljanjem rezultata prof. Manuela Simoni i
sur.5 objavili su vodi~ za otkrivanje mikrodelecija Y-kro-
mosoma. Autori su predlo`ili rutinsko testiranje {est
naj~e{}e deletiranih STS-biljega (po dva u AZFa, AZFb i
AZFc-podru~ju) ~ime se, prema njihovim saznanjima,
mo`e otkriti vi{e od 90% mikrodelecija. Predlo`ena
grupa STS-biljega jesu jedinstveni i nepolimorfni slje-
dovi nukleotida na DNA-molekuli. Tek u slu~aju
pronalaska mikrodelecije, analiza se pro{iruje na ve}i
broj STS-biljega kako bi se pobli`e odredile granice
mikrodelecije. Ista grupa upu}uje i na to koje STS-bi-
ljege treba izbjegavati pri analizi mikrodelecija budu}i
da su repetitivni i/ili raspr{eni po ~itavom Y-kromosomu
te stoga nepouzdani za analizu. Potrebno je upozoriti da
dijagnoza mikrodelecije Y-kromosoma u pacijenata nije
dokaz da je smanjena reproduktivna sposobnost uzro-
kovana upravo mikrodelecijom, me|utim, ta je uzro~no-
posljedi~na veza vrlo vjerojatna. STS-biljezi koji se rabe
za rutinsku analizu mikrodelecija Y-kromosoma, nave-
deni su u tablici 2. Uz STS-biljege za analizu AZF-po-
dru~ja, analiziraju se kontrolni biljeg sY14 (SRY) te gen
ZFX/ZFY koji se nalazi u pseudoautosomskom podru~ju
X i Y-kromosoma. Tim su prijedlogom Simoni i sur.5
nastojali standardizirati analizu mikrodelecija Y-kromo-
soma, ~ime bi bila olak{ana usporedba i interpretacija
rezultata razli~itih laboratorija. 
MEHANIZAM NASTANKA MIKRODELECIJA
Boljim upoznavanjem organizacije AZF-podru~ja mo`e
se razumjeti za{to je to podru~je podlo`no nastanku
mikrodelecija de novo. AZF-podru~je bogato je ponav-
ljanim sljedovima nukleotida organiziranih u palin-
drome, iako sadr`i i jedinstvene sljedove. S obzirom na
primjere mikrodelecija sli~nog opsega u razli~itih indi-
vidua, pretpostavljen je zajedni~ki mehanizam njihova
nastanka. U AZFa i AZFc-podru~ju utvr|en je meha-
nizam homologne rekombinacije izme|u velikih po-
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navljanih sljedova nukleotida jednake orijentacije, ~ime
se uklanja (deletira) DNA-fragment izme|u njih.6 Isti se
mehanizam pretpostavlja i u AZFb-podru~ju. U AZFb i
AZFc utvr|eni su identi~ni ponavljani sljedovi nukleoti-
da me|u kojima je mogu}a homologna rekombinacija,
~ime nastaju mikrodelecije koje se prote`u kroz oba
podru~ja. Najvi{a je u~estalost de novo mikrodelecija u
AZFc-podru~ju (3x10-4)7, {to obja{njava ~injenica da je
taj dio dugog kraka gra|en gotovo potpuno od duga-
~kih direktnih i invertiranih ponavljanih sljedova nuk-
leotida, koje nazivamo amplikonima. ^lanovi razli~itih
obitelji amplikona jednaki su i do 99,8%. AZFc-podru~je
veli~ine je 4,5 Mb, sadr`i tri palindroma sastavljena od
{est obitelji amplikona. AZFc ujedno sadr`i 11 genskih
obitelji s 27 potencijalno funkcionalnih gena. Vrlo je
vjerojatno da fenotipski u~inak mikrodelecije, barem {to
se ti~e potpodru~ja AZFc, odre|uje ~injenica koji su
amplikoni zahva}eni mehanizmom homologne rekom-
binacije, koliko su ti amplikoni me|usobno udaljeni,
kao i koji su geni tako uklonjeni.7
INDIKACIJE ZA ANALIZU MIKRODELECIJA 
Y-KROMOSOMA
Iako nema apsolutnih kriterija za odre|ivanje pacijenata
kandidata, na analizu mikrodelecija Y-kromosoma
upu}uju se pacijenti predvi|eni za ICSI (engl. – intracy-
toplasmic sperm injection) budu}i da se mikrodelecije
Y-kromosoma prenose na sve mu{ko potomstvo. Stoga
je, u slu~aju otkrivanja mikrodelecije, prijeko potrebno
geneti~ko informiranje o rizicima pojave smanjene
reproduktivne sposobnosti u mu{kog potomstva. Anal-
iza mikrodelecija Y-kromosoma jo{ je eksperimentalno
podru~je reproduktivne medicine i genetike, pa je pred
klini~arima zasad slobodna odluka koje }e pacijente
testirati. Prema dosada{njim rezultatima, molekularna
analiza mikrodelecija Y-kromosoma trebala bi obuhvati-
ti sve mu{karce s brojem spermija manjim od 5x106/ml,
uklju~uju}i one s varikokelom i/ili kriptorhizmom.8-10
ISPITANICI I METODE
Analiza mikrodelecija Y-kromosoma preliminarno se
izvodi u Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku
Medicinskog fakulteta u Rijeci s ciljem da postane rutin-
ska pretraga povezana s izvo|enjem metoda potpo-
mognute reprodukcije. Do sada je analizirano 75 pacije-
nata Odjela za planiranje obitelji, Klinike za ginekologi-
ju i porodni{tvo, Klini~koga bolni~kog centra u Rijeci.
Klini~ke dijagnoze ispitanika uklju~enih u studiju su
azoospermija (18) (~etvorica ispitanika su operirala
varikokelu), opstruktivna azoospermija (2), oligo-
zoospermija (27), te{ka oligozoospermija (9) i normo-
zoospermija (19). Ispitanici su prije uzimanja uzorka
krvi upoznati sa svrhom studije. Uzorak DNA pripravljen
je iz pune krvi standardnim postupcima. Mikrodelecije
Y-kromosoma ispitivane su dvjema multiplim lan~anim
reakcijama polimeraze (PCR) pri ~emu su rabljene odgo-
varaju}e DNA-po~etnice (engl. – primer). Multipla reak-
cija 1 uklju~ila je DNA-po~etnice za STS-biljege sY84,
sY127, sY254, sY14 i gen ZFX/ZFY. Multipla reakcija 2
uklju~ila je DNA-po~etnice za STS-biljege sY86, sY134,
sY255, sY14 i, tako|er, gen ZFX/ZFY. Reakcije su izve-
dene u ukupnom volumenu od 10 Pl. Reakcijska smjesa
uklju~ila je 50 ng svakog DNA-uzorka, 1x pufer za
lan~anu reakciju polimeraze, 1,5 mM MgCl2, 200 Pmol/l
deoksinukleotidtrifosfata (dNTP), 0,5 Pmol/l svakog
para po~etnica i 5U/Pl Taq DNA-polimeraze. Reakcija je
izvedena u ure|aju za lan~anu reakciju polimeraze
(Eppendorf Mastercycler personal) prema programu:
po~etna denaturacija na 94°C 5 minuta, 30 ciklusa od
94°C 60 s, 56–62°C 60 s, 72°C 60 s. Zavr{no produljiva-
nje izvedeno je na 72°C 10 minuta. Produkti reakcija
analizirani su elektroforezom na 80V i 2%-tnom aga-
roznom gelu uz dodatak etidij bromida (0,1 mg/ml). 
U svakoj analizi mikrodelecija lan~ana reakcija
polimeraze ra|ena je na DNA-uzorku `enske osobe
(pozitivna kontrola ZFX lokusa), DNA-uzorku fertilne
mu{ke osobe (pozitivna kontrola svih lokusa) te s reak-
cijskom smjesom bez DNA-uzorka (negativna kontrola). 
REZULTATI I RASPRAVA
Analiza mikrodelecija Y-kromosoma {iroko je prihva-
}ena metoda ~ije zna~enje postaje sve ve}e s obzirom na
usavr{avanje metoda potpomognute reprodukcije
~ovjeka. Metoda ICSI omogu}uje dobivanje potomstva
mu{karcima izrazito smanjene reproduktivne sposob-
nosti, ~ime se potencijalni ~imbenici neplodnosti
prenose na sljede}u generaciju. Mikrodelecije Y-kromo-
soma, prema literaturi, ~ine mogu}i uzrok neplodnosti
mu{karaca u prosje~no 7% slu~ajeva idiopatske neplod-
nosti. Skupina ispitanika s najve}im rizikom za pojavu
mikrodelecija (mu{karci s azoospermijom) u na{em je
uzorku razmjerno mala (18 ispitanika), kao i skupina
onih s te{kim oblikom oligozoospermije (9 ispitanika),
{to zna~i da zasad o~ekujemo pronalazak mikrodelecije
u jednog do dva ispitanika. Treba istaknuti da analiza
obuhva}a {est STS-biljega u AZF-podru~ju Y-kromoso-
ma, koji bi, prema Simoni i sur.5 trebali pokrivati vi{e od
90% mikrodelecija. Analizom rezultata drugih autora
mo`e se uo~iti da su mikrodelecije kontinuirane te da
obi~no zahva}aju niz susjednih lokusa unutar pojedinog
AZF-podru~ja, ili se kontinuirano prote`u preko dva ili
vi{e podru~ja (od AZFa do AZFc).2,6,11 Thangaraj i sur.1
objavili su nekoliko slu~ajeva u kojima su mikrodelecije
isprekidane, odnosno, uz ve}u mikrodeleciju u AZFc-
-podru~ju deletirani su i pojedina~ni lokusi u AZFa.
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Uporaba velikog broja STS-biljega za detekciju mikrod-
elecija nije se pokazala suvi{e u~inkovitom budu}i da bi
barem neke od tih delecija mogle biti polimorfne vari-
jante. Prijedlog Simoni i sur.5, koji se temelji na ve}ini
dosad objavljenih rezultata, zapravo je poku{aj da se
dobiju odgovori na pitanja koja je stvarna u~estalost
mikrodelecija u mu{karaca smanjene reproduktivne
sposobnosti, koje su mikrodelecije klini~ki zna~ajne, u
kojih je pacijenata indicirana molekularna analiza
mikrodelecija i koje bi STS-biljege trebalo analizirati. Ta
su pitanja va`na ne samo za dijagnozu mikrodelecija ve}
i za geneti~ko informiranje u potpomognutoj reproduk-
ciji. Mikrodelecije Y-kromosoma mogu se prenijeti s oca
na sinove, a zabilje`eno je i pove}anje opsega mikro-
delecije pri prijenosu iz jedne generacije u drugu.12,13
Što se ti~e prognosti~ke vrijednosti dijagnoze mikrode-
lecija, pokazalo se da one vi{e distalno (AZFc) mogu biti
kompatibilne s odre|enim stupnjem spermatogeneze te
se u azoospermi~nih mu{karaca ili u mu{karaca s
te{kom oligozoospermijom s AZFc-mikrodelecijama
na|u zreli spermiji u ejakulatu ili se mogu ekstrahirati
metodom TESE (engl. – testicular sperm extraction), dok
to nije slu~aj u onih s proksimalnim mikrodelecijama
(AZFa i AZFb).14
Mikrodelecije Y-kromosoma mogu biti uzrokom
nestabilnosti toga kromosoma i uzrokovati njegov gu-
bitak u dijelu stanica. Stoga, nalaz stani~ne linije 45,X
pored normalne 46,XY mo`e upu}ivati na prisutnost
mikrodelecija. Neki autori preporu~uju vi{ebojnu FISH-
-analizu na somatskim, a po mogu}nosti i germinativnim
stanicama u svrhu detekcije gonadnog mozaicizma u
pacijenata s mikrodelecijama koji se `ele podvrgnuti
metodi potpomognute reprodukcije ICSI-ja15. Povezano
s izvo|enjem ICSI-ja, predla`e se i preimplantacijska
geneti~ka dijagnoza za otkrivanje aberacija Y-kromoso-
ma.16
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Tablica 1. Geni uklju~eni u odvijanje spermatogeneze i njihov polo`aj na humanom Y-kromosomu 
Table 1 Genes involved in spermatogenesis and their position in human Y- chromosome
Oznaka gena Ime gena (engl.) AZF podru~je
USP9Y (DFFRY) ubiquitin-specific protease 9, Y chromosome 
(Drosophila fat facets related, Y linked)
UTY ubiquitously transcribed TPR gene on Y chromosome AZFa
DBY
VCY1 (BPY1) variably charged 1, Y chromosome (basic protein on Y chromosome 1)
RBM1 RNA-binding motif 1
RBM2 RNA-binding motif 2 AZFb
CDY1 chromodomain protein on Y chromosome 1
CDY2 chromodomain protein on Y chromosome 2
DAZ deleted in azoospermia
VCY2 (BPY2) variably charged 2, Y chromosome (basic protein on Y chromosome 2) AZFc
BPY2 basic protein on Y chromosome 2
Tablica 2. STS-biljezi za rutinsku analizu mikrodelecija Y-kromosoma
Table 2 STS-markers for routine analysis of Y-chromosome microdeletions
AZFa AZFb AZFc kontrolni biljezi**
STS-biljeg pb STS-biljeg pb pb
SY84 326 sY127 274 sY254* 350-400 sY14 (SRY) 472
SY86 326 sY134 301 sY255* 126 ZFX/ZFY 495
* nalazi se u genu DAZ
** ZFX/ZFY-gen je unutarnja kontrola koja hibridizira s DNA i mu{karaca i `ena
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Broj na{ih dosada{njih ispitanika razmjerno je malen,
posebice grupa s najve}im rizikom za mikrodelecije, {to
je vjerojatno razlog za{to ih jo{ nismo otkrili. Potrebno je
pro{iriti analizu na znatno ve}i broj ispitanika te utvrditi
u~estalost mikrodelecija Y-kromosoma u na{oj popula-
ciji. Budu}i da za ve}inu gena otkrivenih u AZF-podru-
~ju Y-kromosoma ne znamo vi{e od toga da su izra`eni
isklju~ivo ili ve}im dijelom u testisu, u budu}im }e
istra`ivanjima u sredi{tu pozornosti biti i sami 
AZF-geni i njihovi mogu}i funkcionalni polimorfizmi.
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